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Resumo 
Unindo a teoria de que o envelhecimento é acompanhado por um estado de 
estresse oxidativo, que disponibiliza menor quantidade de antioxidantes para o 
controle das espécies reativas que interferem e modulam a adesão de 
neutrófilos ao endotélio, à hipótese de que o idoso se encontra em um estado 
inflamatório crônico, torna-se interessante um estudo que correlacione esses 
parâmetros em neutrófilos de jovens e idosos. Para tanto, foram estudadas a 
produção de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio em neutrófilos 
obtidos de voluntários jovens e idosos, que tiveram seus níveis plasmáticos de 
pró- e antioxidantes avaliados, assim como a expressão de moléculas de 
adesão e a capacidade de adesão de seus neutrófilos a uma cultura de células 
endoteliais. Mostramos uma elevação de 2,5 vezes na concentração 
plasmática de proteína-C reativa nos indivíduos idosos em comparação com 
indivíduos jovens, porém não houve maior estresse oxidativo no grupo de 
idosos. Já em relação aos neutrófilos, não houve alteração na adesão 
neutrófilo/endotélio quando estimulados, porém a expressão de CD11b em 
neutrófilos de idosos se mostrou aumentada. Além disso, o metabolismo 
oxidativo e a produção de NO no estado quiescente mostrou-se aumentada, 
indicando uma pré-ativação da célula, com uma correlação positiva e 
significativa em neutrófilos de jovens (*p<0,0001; r=0,8502) e idosos (*p<0,0002; 
r=0,8544). Com o aumento do perfil oxidativo nos neutrófilos de idosos e o 
aumento da proteína-C reativa plasmática, podemos concluir que o indivíduo 
idoso apresenta um estado pró-inflamatório característico da idade e que seus 
neutrófilos apresentam um estado de pré-ativação em seu estado quiescente. 
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Abstract 
Combining the idea that aging is accompanied by an oxidative stress status, 
that provides a lower amount of antioxidant to control reactive species that 
interfere and modulate the adhesion of neutrophils to endothelium, and that the 
elderly finds himself in a chronic inflammatory state, it becomes interesting to 
study the correlations between these parameters in neutrophils from aged and 
young people. To accomplish this, the production of oxygen and nitrogen 
reactive species was studied in neutrophils from old and young subjects and 
their pro and antioxidant plasmatic levels were assessed. Also, the expression 
of surface molecules and adhesion capacity to a endothelial cell culture was 
determined. We showed an elevation in plasmatic concentration of C-reactive 
protein about 2,5 times higher in older subjects in comparison to young 
subjects, indicating a pro-inflammatory state. Surprisingly, there was no 
increase in oxidative stress in the aged group. There was also no change in the 
neutrophil/endothelium adhesion when stimulated, but the expression of CD11b 
was increased in neutrophils of elderly subjects. Further, neutrophil oxidative 
metabolism and NO production in resting state showed an increase with aging 
and a positive and significant correlation between these two parameters in 
young (*p<0,0001; r=0,8502) and elderly (*p<0,0002; r=0,8544) subjects. From 
the increased oxidative profile of unstimulated neutrophils from elderly subjects 
and their increased reactive-C protein plasmatic levels, we can infer that the 
elderly subjects present a pro-inflammatory state that is typical from age and 
that their neutrophils show a pre-activation in the resting state. 
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1.1 Neutrófilos 
Entre os leucócitos presentes na circulação sanguínea humana, 
aproximadamente 60% são neutrófilos, compondo assim a população celular 
mais numerosa da imunidade inata (HELLEWELL & WILLIAMS, 1994). Os 
neutrófilos são células fagocíticas de grande mobilidade que constituem a 
primeira linha de defesa do sistema imune inato na circulação (SEGAL, 2005). 
Essas células apresentam morfologia esférica, com cerca de 12 a 15µm de 
diâmetro e numerosas projeções de membrana. Por seu núcleo ser 
segmentado, apresentando de 3 a 5 lóbulos conectados entre si, os neutrófilos 
são chamados também de leucócitos polimorfonucleares (PMNs). A função 
primária dos neutrófilos na resposta imune – conter e matar patógenos 
microbianos invasores – é desempenhada por uma série de respostas rápidas 
e coordenadas, culminando na fagocitose e morte dos patógenos.  
Para que os neutrófilos possam desempenhar seu papel, eles devem 
interagir com o endotélio e realizar a transmigração para o local da lesão. A 
adesão leucocitária às células do endotélio e a subsequente transmigração dos 
leucócitos para o tecido, características do processo inflamatório, são 
determinadas pela ligação entre moléculas de adesão complementares nas 
superfícies endoteliais e nos leucócitos. As duas principais classes de 
moléculas de adesão expressadas pelos neutrófilos são as β2-integrinas (LFA-1 
(CD11a – CD18), Mac-1 (CD11b – CD18) e p150-95 (CD11c – CD18)) e as 
selectinas (L-selectina chamada LAM-1, LECAM-1) (SPRINGER, 1990). A 
expressão dessas moléculas, e consequente adesão dos PMNs às células 
endoteliais, está sujeita a uma série de fatores moduladores, que incluem 
desde vias de transdução de sinal, disparadas pela ação de citocinas, até o 
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balanço de espécies oxidativas liberadas no microambiente da adesão 
(GRISHAM et al., 1998). 
Neutrófilos apresentam um arsenal microbicida composto por oxidantes, 
proteinases e peptídeos antimicrobianos, esses também produzem grandes 
quantidades de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) como 
o ânion superóxido (O2
-) e óxido nítrico (NO), pelas atividades da NADPH-
oxidase e da óxido nítrico sintase, respectivamente. Durante a fagocitose de 
organismos invasores, componentes antimicrobianos contidos em grânulos e 
ERO geradas na membrana do fagossomo são liberados dentro do fagossomo. 
A co-localização do patógeno e dos produtos citotóxicos liberados pelo 
neutrófilo facilita a morte intracelular do invasor (FIALKOW et al., 2007). 
 
1.2 Fatores na adesão e migração dos neutrófilos 
 
Uma etapa crítica na resposta inflamatória aguda é o recrutamento de 
células imunes efetoras do sangue e sua migração pelo endotélio para os 
tecidos.  
A infiltração de neutrófilos nos tecidos inflamados é um pré-requisito 
para uma adequada eliminação de microorganismos invasores. A aderência de 
neutrófilos às células vasculares é seguida pela diapedese, um processo de 
movimentos complexos dos neutrófilos entre as células endoteliais para a área 
subendotelial. Os movimentos celulares são complementados com a presença 
de um gradiente quimiotáctil de mediadores gerados no sítio de inflamação, 
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como o peptídeo fMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina), leucotrienos e 
citocinas quimiotácteis (KUIJPERS et al, 1992). 
O movimento dos neutrófilos da circulação para o tecido inflamado é 
uma sequência de eventos controlada, que depende tanto da ativação do 
neutrófilo quanto do endotélio. O processo envolve uma série de interações 
adesivas entre os neutrófilos circulantes e as células endoteliais.  
O processo de recrutamento (Figura 1) tem início com a „captura‟ dos 
PMNs circulantes pela parede do vaso, sendo seguida do „rolamento‟ destes 
neutrófilos pelo endotélio venular. Esse processo de marginação permite uma 
maior exposição dos neutrófilos a estímulos apropriados, os quais são 
preponderantes para que estes neutrófilos tornem-se firmemente aderidos e 
então posicionados para a „transmigração‟. 
 
 
Figura 1: Processo de recrutamento do neutrófilo. As principais etapas do processo 
estão em destaque, bem como algumas das principais moléculas envolvidas 
(Adaptado de Ley et al., 2007). 
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Os fatores que recrutam neutrófilos são de grande importância em iniciar 
a resposta a uma infecção e em modular a magnitude dessa resposta. 
Citocinas e moléculas de adesão celular são proteínas críticas no recrutamento 
de leucócitos para os sítios de inflamação, e as ERO são importantes 
reguladores de suas expressões (LAKSHMINARAYANAN V. et al, 1997). Os 
neutrófilos podem encontrar mediadores, como a interleucina-8 (IL-8), 
importante regulador do recrutamento de neutrófilos e da sua ativação (GALE 
et al, 1999), que induzem a adesão firme da célula pela interação dos 
receptores β2-integrinas no neutrófilo com a ICAM-1 no endotélio (DROST et 
al, 2002). 
O fator quimiotáctil IL-8 e a molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1; 
CD54) são dois importantes mediadores inflamatórios envolvidos na ação dos 
neutrófilos. A IL-8, um membro da família das quimiocinas CXC (quimiotáxeis 
para neutrófilos), é um ativador e quimioatraente potente de neutrófilos e é 
secretada como uma proteína de 72 ou 77 aminoácidos por uma grande 
variedade de tipos celulares, incluindo células endoteliais e epiteliais. Já a 
ICAM-1, membro da família das imunoglobulinas, é constitutivamente expressa 
em baixos níveis na superfície de células endoteliais e epiteliais, e sua up-
regulation é crítica para a adesão firme dos neutrófilos ao endotélio vascular 
para o extravasamento. Juntos, IL-8 e ICAM-1 coordenam a migração 
transcelular dos neutrófilos para os sítios de inflamação. Nesse processo, os 
neutrófilos que rolam sobre a superfície das células endoteliais, aderem 
firmemente ao endotélio ativado que expressa ICAM-1, e migram através da 
barreira endotelial na resposta a um gradiente quimiotáctil de IL-8. A 
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importância da IL-8 e da ICAM-1 na imunopatologia tem sido demonstrada pela 
habilidade de anticorpos específicos a essas moléculas em reduzir as reações 
inflamatórias in vivo (LAKSHMINARAYANAN V. et al, 1997). 
A molécula de adesão intercelular-1 solúvel (sICAM-1) representa a 
forma circulante de ICAM-1 (CD54) que é expressa constitutivamente ou 
induzível na superfície celular de diferentes linhagens celulares. A liberação de 
sICAM-1 é modulada por diversas citocinas e vários fatores, incluindo, por 
exemplo, IL-1 e IFN-γ. Embora o papel e as funções que a sICAM-1 não sejam 
completamente elucidadas, há dados que sugerem que seu nível elevado 
possa informar sobre processos patológicos associados a inflamação vascular 
(WITKOWSKA et al, 2004). 
Assim como para a ICAM-1, a expressão de IL-8 é induzida por estresse 
oxidativo, e tem sido mostrado que antioxidantes inibem sua expressão. 
Peróxido de hidrogênio (H2O2) aumenta a expressão de IL-8 em células 
epiteliais, fibroblastos, e sangue total; hipóxia seguida de reoxigenação 
aumenta sua expressão em células mononucleares e endoteliais, assim como 
no pulmão e no miocárdio, in vivo. O óxido nítrico (NO) também tem influência 
na indução de IL-8 (LAKSHMINARAYANAN et al, 1997). 
A IL-8 mostrou ser mais seletiva para neutrófilos do que outros agentes 
quimiotácteis, atuando com efeito menor em eosinófilos, monócitos, basófilos e 
alguns subtipos de linfócitos T periféricos. Inicialmente, foi proposto que a IL-8 
induzia a produção de O2
-, via burst respiratório, em neutrófilos humanos. No 
entanto mostrou-se que, ao invés de uma ativação direta, esta citocina 
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promove um priming nos neutrófilos, aumentando a produção de O2
- frente a 
estímulos subsequentes (GALLIGAN  et al, 2000).  
O TNF-alfa (fator de necrose tumoral-alfa), uma potente citocina 
produzida por neutrófilos ativados, macrófagos e outras células, parece 
desempenhar uma grande variedade de atividades biológicas, em sua maioria 
relacionadas com funções inflamatórias e imunomodulatórias.  Durante uma 
infecção crônica e massiva, TNF-alfa é liberado em grandes quantidades das 
células hospedeiras e age tanto de modo autócrino quanto parácrino. Em 
baixas concentrações (10-50 U/ml) TNF-alfa ativa células fagocíticas 
aumentando a produção de O2
-, enquanto que em altas concentrações (acima 
de 300 U/ml) induz morte celular por apoptose (DAS et al, 1998). 
O papel do TNF-alfa como um agente de priming para as funções dos 
neutrófilos é bem estabelecido. Em resposta a vários estímulos secundários, 
neutrófilos previamente estimulados com TNF-alfa adquirem a capacidade de 
executar as funções da defesa do hospedeiro, como a atividade microbicida 
intracelular, envolvendo fagocitose e liberação de espécies reativas de 
oxigênio, degranulação e citotoxicidade mediada por célula antígeno-
dependente (JABLONSKA et al, 2002). 
 
 
 
1.3 Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 
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Durante o funcionamento celular normal, ERO, incluindo o O2
- e o H2O2, 
são geradas como produtos das reações de transferência de elétrons que 
ocorrem durante a operação da cadeia de transporte de elétrons na 
mitocôndria. O mecanismo de geração de ERO envolve o vazamento de 
elétrons durante o transporte, que são passados diretamente dos 
transportadores para o oxigênio, reduzindo-o para O2
-. A relevância dessas 
reações como fonte de ERO é indicada pelo fato de que a mitocôndria contém 
sua própria superóxido dismutase, uma enzima indutível dependente de Mn2+, 
para a rápida eliminação destas espécies reativas (FIALKOW et al., 2007). 
No caso dos fagócitos, a quantidade significativa de ERO que extravasa 
para o endotélio e tecidos circundantes durante o processo inflamatório é 
produzida durante o chamado burst oxidativo. A produção de O2
- pelos 
neutrófilos requer o desencadeamento de uma sequência de eventos 
metabólicos que envolvem o aumento do consumo de oxigênio, de glicose e de 
agentes redutores, como o nucleotídeo nicotinamida adenosina fosfato 
reduzida (NADPH), e a ativação do complexo enzimático NADPH oxidase na 
membrana celular (BABIOR, 1978).  
Os componentes de membrana (gp91phox, p22phox e proteína-G 
Rap1A) e citossólicos (p47phox, p67phox, p40phox e proteína-G Rac2 e 
Cdc42, e p29 peroxiredoxina) do complexo NADPH oxidase têm sido descritos 
e caracterizados no neutrófilo, principalmente em estudos sobre doença 
granulomatosa crônica. As subunidades de membrana gp91phox e p22phox 
juntas formam o citocromo heterodimérico b558. Mediante ativação, as 
subunidades citossólicas p47phox, p67phox e p40phox translocam para a 
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membrana plasmática e ligam com o complexo citocromo b558 (figura 2). 
Somado a isso, as pequenas proteínas GTPases Rac2, Cdc42 e Rap1A estão 
envolvidas na montagem e ativação do complexo NADPH oxidase 
(SHEPPARD et al, 2005). 
 
Figura 2: Formação do complexo NADPH-oxidase e produção de ânion 
superóxido (DAHLGREN et al, 1999). 
 
Em neutrófilos humanos, a NADPH oxidase exibe três diferentes 
fenótipos: quiescente, primed e ativado. O primeiro fenótipo é aquele no qual o 
neutrófilo circula livremente pelo sangue e tem uma morfologia redonda. No 
endotélio vascular, um estímulo pró-inflamatório induz o neutrófilo a mudar de 
um estado quiescente não-aderente para um fenótipo aderente. Após o 
rolamento, o neutrófilo adere ao endotélio e sofre o priming nessa ligação. O 
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priming não só muda a forma do neutrófilo, mas faz com que o neutrófilo fique 
funcionalmente hiper reativo, o que normalmente não causa ativação e 
liberação do arsenal microbicida, mas causa degranulação e atividade oxidase 
do mesmo. No sítio de infecção, o neutrófilo é finalmente ativado, fagocitando o 
invasor, com subsequente montagem e ativação da NADPH-oxidase 
(SHEPPARD et al, 2005).  
Cada um destes fenótipos sequenciais é importante para a função 
correta da NADPH-oxidase na liberação do O2
-. Existem consequências 
fisiológicas associadas à má função de qualquer estágio, incluindo a doença 
granulomatosa crônica e ativação do arsenal oxidativo microbicida em locais 
inapropriados. Por exemplo, as lisofostatidilcolinas (LPCs), eficientes primers 
da NADPH-oxidase do neutrófilo, aumentam a atividade bactericida em ratos 
pelo aumento da produção de H2O2, elevando a sobrevivência em modelo de 
sepse de ligação cecal e perfuração (SHEPPARD et al, 2005). A importância 
da adesão na ativação de neutrófilos foi demonstrada em neutrófilos de 
voluntários jovens, que desempenham um burst respiratório massivo e 
prolongado em resposta ao TNF-alfa ou fator estimulante de colônia de 
granulócitos e macrófagos (GM-CSF) somente quando em contato com a fase 
sólida da matriz extracelular, com proteínas plasmáticas, ou com células 
endoteliais humanas (TORTORELLA et al., 2000).  
As ERO produzidas por fagócitos ativados (neutrófilos, monócitos e 
macrófagos) parecem desempenhar um papel importante, não apenas na 
morte aos microorganismos invasores e lesão celular, como na própria ativação 
dos fagócitos. A principal ERO produzida no burst respiratório é o O2
-. Este é 
convertido em peróxido de hidrogênio por dismutação. Por sua vez, o H2O2 
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sofre a ação da mieloperoxidase e pode resultar como produto o ácido 
hipocloroso, outro potente oxidante. O H2O2 também pode reagir com enzimas 
associadas ao ferro e se transformar em radical hidroxila (figura 3). Tem sido 
demonstrado que as ERO podem aumentar a interação das células sanguíneas 
com o endotélio vascular, aumentando o recrutamento de neutrófilos para os 
tecidos (KUBES et al., 1994; GRISHAM et al., 1998). 
 
Figura 3: Produção pela NADPH-oxidase de ânion superóxido e sua conversão em 
outras espécies reativas de oxigênio e sua interação com espécies reativas de 
nitrogênio (NOS: óxido nítrico sintase; MPO: mieloperoxidase) (PEAKE J. et al, 2004). 
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O NO é derivado da conversão do aminoácido L-arginina em L-citrulina 
pela óxido nítrico sintase (NOS). As isoformas de NOS geralmente caem dentro 
de duas categorais: (i) constitutivas (NOS1 e NOS3), que são dependentes de 
Ca2+/calmodulina ou (ii) indutível, expressão da qual é aumentada por citocinas 
e outros estímulos inflamatórios. Esta última é expressa por leucócitos, 
incluindo macrófagos e neutrófilos, e sua atividade é independente da 
concentração Ca2+ (FIALKOW et al., 2007). 
Os alvos predominantes para reação com o NO são proteínas contendo 
ferro e grupos tiol, centros ferro-enxofre, e moléculas como oxigênio e outros 
radicais livres. Uma das ações mensageiras fisiológicas mais importantes do 
NO é mediada pela ligação direta do NO ao grupo prostético heme, que 
contém ferro, da enzima citossólica guanilato ciclase, com sua subsequente 
ativação, que leva ao aumento de GMP-cíclico, um segundo mensageiro 
intracelular muito importante na função endotelial (IGNARRO, 1991). Em 
condições basais, baixos níveis de NO são liberados continuamente, 
promovendo no endotélio vascular um efeito vasodilatador que se opõe à 
vasoconstrição simpática (MONCADA AND HIGGS, 1993). 
 O NO pode afetar diversas respostas celulares, podendo apresentar 
tanto efeito pró quanto antiinflamatório. Por exemplo, tem sido demonstrado 
que o NO inibe a adesão leucocitária (KUBES et al, 1994). Há também uma 
interação fisiologicamente importante entre o NO e o ânion superóxido, na 
qual o NO interage com o O2
-, funcionando como um scavenger biológico. 
NO e O2
- combinam para formar peroxinitrito (ONOO-), um composto 
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potencialmente citotóxico que também atua na modificação fisiológica das 
moléculas de sinalização pela nitração. Em relação aos leucócitos, estudos in 
vivo sugerem que o efeito antiadesivo do NO é relacionado com a sua 
habilidade de interagir com O2
- para formar ONOO- (FIALKOW et al., 2007). 
 Em ação contrária à do NO, o O2
- promove a adesão 
leucócito/endotélio. As reações oxidativas catalisadas por Fe2+ geram 
oxidantes que são conhecidos por aumentar a síntese de fator de ativação 
plaquetário (PAF) e leucotrieno B4 (LTB4), e aumentar a expressão de certas 
moléculas de adesão, como CD11/CD18, P-Selectina, E-Selectina, e/ ou ICAM-
1. O NO pode inibir essas reações interagindo com O2
-, formando 
peroxinitrito, limitando assim a formação de peróxido de hidrogênio, ou também 
as reações oxidativas catalisadas por  Fe2+. Esta espécie reativa também 
aumenta a expressão de IkB (inibidor de NFkB), diminuindo a expressão do 
fator de transcrição NFkB (fator nuclear kappa B), diminuindo a expressão de 
moléculas de superfície e algumas citocinas (GRISHAM et al., 1998) (figura 4).  
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Figura 4: Interação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio com a adesão 
neutrófilo/endotélio. As espécies reativas de oxigênio têm como característica serem 
pró-aderentes e o óxido nítrico desempenha um papel modulador no processo 
(GRISHAM et al, 1998). 
 
1.4 Balanço oxidativo 
 
Estresse oxidativo é definido como um desbalanço em favor dos pró-
oxidantes em detrimento aos antioxidantes, aumentando o potencial de dano 
(SIES et al, 1993). Existem várias fontes potenciais de produção de radicais 
livres no organismo, e uma destas fontes são os neutrófilos ativados. 
Neutrófilos produzem ERO como parte do seu mecanismo de defesa contra 
patógenos externos durante uma infecção. Apesar do importante papel que as 
espécies reativas de oxigênio desempenham na defesa do organismo, quando 
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produzidas em excesso, as ERO derivadas superaram os mecanismos de 
defesa antioxidante do próprio hospedeiro. Assim, a ação dos neutrófilos tem 
uma importante implicação para o desenvolvimento de uma variedade de 
condições patológicas associadas ao estresse oxidativo, incluindo 
aterosclerose, câncer, artrite reumatóide e dano pós-isquêmico (PEAKE J. et 
al, 2004). A condição antioxidante também pode estar desbalanceada em uma 
série de condições clínicas, como a anorexia e má absorção de gordura 
(vitamina E, carotenóides) (WINKLHOFER-ROOB. et al, 2003). 
Apesar da produção de ERO ser benéfica na defesa do organismo, ela 
pode se tornar danosa à medida que causa injúria celular – um caminho 
comum para o câncer, envelhecimento, entre outras. Por esse motivo, o 
sistema de defesa antioxidante de um organismo conta com uma série de 
mecanismos enzimáticos e moleculares intimamente envolvidos na prevenção 
da injúria celular (SIES, 1993). Embora existam muitas enzimas que 
neutralizam a ação dessas espécies reativas, nutrientes como a vitamina E, 
vitamina C, n-acetilcisteína e ácido lipóico são essenciais na defesa 
antioxidante do organismo. Estas moléculas interagem com os radicais livres e 
interrompem a cadeia de reações antes de moléculas vitais serem atingidas, 
neutralizando radicais livres pela doação um de seus próprios elétrons. Assim, 
elas agem como scavengers, ajudando a prevenir o dano ao tecido ou à célula, 
que poderia levar ao dano celular e a doença.  
 N-acetilcisteína e vitamina C são os antioxidantes mais usados em 
estudos que investigam a influência de suplementação antioxidante nas 
alterações da capacidade dos neutrófilos de gerar ERO quando estimulados in 
vitro. N-acetilcisteína é um precursor solúvel em água da glutationa. Glutationa 
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é um antioxidante endógeno que reage com ERO tanto diretamente, como 
indiretamente como um cofator da enzima antioxidante glutationa peroxidase. 
Testes in vitro mostraram que a N-acetilcisteína aumenta a síntese de 
glutationa e modula a atividade de leucócitos. A vitamina C também é um 
antioxidante solúvel em água que é mantido em altas concentrações dentro dos 
neutrófilos para regular a produção de ERO. Existem evidências em estudos in 
vitro que indicam que a vitamina C tem forte influência regulatória nos 
neutrófilos na produção de ERO. A vitamina C parece agir diretamente como 
scavenger de HOCl (PEAKE J. et al, 2004). 
Na fase aquosa, existem o ácido ascórbico, a glutationa e outros 
compostos. Na fase lipídica existem os tocoferóis e carotenos, como a vitamina 
A e ubiquinóis Esse grande número de moléculas antioxidantes acrescenta 
significantemente à defesa oferecida pelas enzimas superóxido dismutase, 
catalase e glutationa peroxidase (SIES H., 1997). As vitaminas C e E atuam 
particularmente em conjunto em um mecanismo de reaproveitamento da 
capacidade antioxidante da vitamina E e são notadamente conhecidas na 
proteção do corpo contra os efeitos destrutivos dos radicais livres (FLORA, 
2007). 
Vitamina E é um termo que engloba um potente grupo, lipossolúvel, de 
antioxidantes. Análises estruturais revelaram que moléculas que incluem 
atividade antioxidantes de vitamina E incluem quatro tocoferóis (alfa, beta, 
gama e delta) e quatro tocotrienóis (alfa, beta, gama e delta). As funções 
moleculares preenchidas especificamente pelo α-tocoferol ainda tem que ser 
melhor descritas, mas é improvável que sejam limitadas a funções 
antioxidantes (BRIGELIUS-FLOHÉ et al., 1999). 
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1.5 Envelhecimento 
 
Entre as várias teorias que tentam explicar o processo de 
envelhecimento, a Teoria dos Radicais Livres (HARMAN, 1956) tem ganhado 
reconhecimento nas últimas décadas. O princípio básico dessa teoria é que as 
ERO são produzidas como produto natural da vida aeróbica e que a 
acumulação de dano oxidativo causado pelas ERO dá suporte às mudanças 
fundamentais encontradas na senescência. Pelo menos três linhas de 
evidência corroboram a teoria: (1) o envelhecimento tem sido demonstrado 
estar correlacionado com a produção de ERO e adequação dos sistemas de 
defesa antioxidantes celulares; (2) um aumento no número de doenças 
relacionadas à idade e degenerativas tem demonstrado ter componentes 
associados com a produção de ERO; e (3) estratégias que são eficientes em 
reduzir estresse oxidativo também afetam o envelhecimento. Um exemplo disto 
é a restrição calórica em roedores, que mostra diminuir os níveis basais de 
dano oxidativo, retarda mudanças associadas ao envelhecimento e aumenta o 
tempo de vida (JI et al, 2000). 
O conceito de estresse oxidativo como um desbalanço entre oxidantes e 
antioxidantes tem sido comumente avaliado no envelhecimento humano como 
estresse oxidativo sistêmico. A avaliação combinada de parâmetros pró e 
antioxidantes plasmáticos pode considerar, por exemplo, o nível plasmático de 
hidroperóxidos e produtos da peroxidação lipídica representando o potencial de 
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dano oxidativo e vitamina E, vitamina C e beta-caroteno como a defesa 
antioxidante da porção lipídica (JUNQUEIRA et al, 2008). 
Embora a longevidade tenha sido relacionada com o aumento de nível 
e/ou atividade de antioxidantes em certo número de espécies, esta correlação 
não parece ser diretamente aplicável aos humanos. Vários estudos que 
investigaram a associação da mortalidade com a concentração de 
antioxidantes na terceira idade falharam em mostrar qualquer correlação; a 
maioria era constituída de pequenos estudos, sem impacto, e mostraram 
resultados conflitantes sobre a importância da vitamina C, beta-caroteno e alfa-
tocoferol. Por outro lado, Fletcher et al, estudando a associação entre 
antioxidantes e mortalidade entre idosos (1214 participantes), mostraram que o 
baixo nível de vitamina C no sangue na população britânica mais idosa é um 
forte indício de mortalidade (JUNQUEIRA et al, 2008). 
Assim como outras funções fisiológicas, ao longo dos anos, algumas das 
funções desempenhadas pelos neutrófilos encontram-se alteradas como, por 
exemplo, a capacidade fagocítica e a eficiência do killing intracelular  
(OLIVEIRA et al., 2010). Uma redução relacionada à idade, tanto na atividade 
do burst respiratório, como na liberação de enzimas, foi observada utilizando 
diferentes estímulos solúveis. Chan e colaboradores verificaram um aumento 
do burst oxidativo em indivíduos idosos, acompanhado de atividade fungicida 
diminuída, quando comparado a indivíduos jovens adultos (CHAN et al., 1998). 
 Unindo o fato de que o idoso se encontra em um estado de estresse 
oxidativo que disponibiliza menor quantidade de antioxidantes para o controle 
das espécies reativas e que estas interferem e modulam a adesão de 
Introdução 
 
 
19 
neutrófilos ao endotélio à hipótese de que o idoso se encontra em um estado 
inflamatório crônico, torna-se interessante um estudo que correlacione esses 
parâmetros em uma comparação de resultados obtidos com neutrófilos de 
jovens e idosos. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2  Objetivos 
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2.1 Objetivo 
O objetivo do presente projeto foi estudar a função de neutrófilos 
humanos no envelhecimento quanto à sua capacidade de adesão a células 
endoteliais, expressão de moléculas de adesão e produção de espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio em resposta a estímulos inflamatórios, 
correlacionando esses dados com a situação de estresse oxidativo sistêmico 
observada no envelhecimento saudável. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3  Metodologia 
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3.1 Seleção de voluntários 
 
Neste projeto foram selecionados 40 voluntários, sendo 27 jovens 
saudáveis (16 homens e 11 mulheres), com idade entre 18 e 30 anos, e 13 
idosos saudáveis (3 homens e 8 mulheres), com idade entre 65 e 80 anos, 
selecionados segundo os seguintes critérios de exclusão: uso recente ou 
crônico de antiinflamatórios, uso de estatinas, suplementação alimentar com 
vitaminas antioxidantes, tabagismo, praticantes de exercício físico intenso e 
portadores de doenças autoimunes, doenças cardiovasculares severas, 
hipertensão e diabetes mellitus. O grupo de jovens foi formado com discentes 
de cursos de graduação e pós-graduação da UNIFESP. Para a composição do 
grupo de idosos foram selecionados voluntários entre os participantes do 
Projeto EPIDOSO II do Centro de Estudos do Envelhecimento, do 
Departamento de Medicina Preventiva da UNIFESP.  
O Projeto Epidemiologia do Envelhecimento – EPIDOSO (Ramos et al, 
1998) é um estudo longitudinal iniciado em 1991, com o objetivo de estudar 
uma coorte de idosos, acima de 65 anos, residentes no bairro da Vila 
Clementino, zona sul da cidade de São Paulo. Os idosos participantes foram 
submetidos à avaliação multidimensional e interdisciplinar. A partir de 2006 o 
Projeto EPIDOSO entrou em sua segunda fase de estudo, sendo chamado de 
EPIDOSO II. Na primeira fase o Projeto EPIDOSO avaliou mais de 1.700 
idosos e em sua segunda fase, ainda em andamento, mais de 200 idosos já 
foram cadastrados e avaliados pelos profissionais do Centro de Estudos do 
Envelhecimento.  
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Todos os voluntários participantes deste estudo declararam-se 
devidamente esclarecidos sobre o mesmo e consentiram com a utilização de 
suas amostras para o estudo, conforme consta no Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (Anexo I) por eles assinados. O presente estudo foi 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP, sob o número 
0131/09 (Anexo II). 
 
3.2 Coleta de Amostra 
 
O sangue utilizado para os experimentos foi coletado por punção venosa 
periférica a vácuo em tubos heparinizados de 10mL. Nas ocasiões de coletas 
de amostras para os experimentos de citometria de fluxo foi coletado apenas 
um tubo de 5 mL, já para os experimentos de adesão e produção de ânion 
superóxido foram coletados dois tubos de 10 mL de sangue. 
 
3.3 Isolamento de neutrófilos sanguíneos humanos 
 
Os neutrófilos foram isolados do sangue total por centrifugação em 
gradiente de densidade, utilizando Hystopaque-1077 (SELLAK et al., 1994). 
Após centrifugar por 10 minutos, a 1000rpm, em temperatura ambiente, o 
plasma foi retirado e substituído por NaCl 0,9%, adicionado no mesmo volume 
do plasma retirado. Os tubos foram homogeneizados e o sangue transferido 
delicadamente para tubos cônicos contendo 4mL de hystopaque (Sigma-
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Aldrich®), que foram centrifugados 30 minutos a 1800 rpm, em temperatura 
ambiente. O sobrenadante foi retirado e eritrócitos e polimorfonucleares foram 
ressuspensos em PBS. As células foram então diluídas em Dextran 2% (em 
NaCl 0,9%), na proporção 2:1 (células/Dextran, v/v). Os tubos foram 
homogeneizados e os eritrócitos sedimentaram por 20-40 min nos tubos semi-
abertos. A camada superior com os polimorfonucleares foi removida e 
centrifugada a 1800 rpm, 10 min, 4ºC. O pellet restante contém neutrófilos e 
alguns eritrócitos contaminantes. A hemólise dos eritrócitos contaminantes foi 
realizada com a adição de 3mL de água gelada por 1 minuto, adicionando-se 
em seguida 3mL de NaCl 1,8% e 6 mL de PBS. Os neutrófilos obtidos, após 
centrifugação a 1800rpm, por 10 min a 4ºC, foram ressuspensos em tampão 
PBS adicionado de glicose (100 mg/mL), MgCl2 (50mM) e CaCl2 (100mM) e 
mantidos em banho de gelo. A contagem das células foi realizada em câmara 
de Neubauer e a viabilidade foi verificada por exclusão de azul de Tripan 0,6%, 
viabilidade esta considerável aceitável acima de 95%.  
 
3.4 Concentração de Proteína-C Reativa no plasma 
 
A proteína-C reativa foi dosada por método de imunoensaio competitivo de 
fase sólida com enzimas químico-luminosas. Durante incubação, a PCRus na 
amostra tratada competia com o análogo de PCRus em fase sólida. A fosfatase 
alcalina marcada anti-PCRus foi introduzida, e a unidade de teste foi incubada 
para um novo ciclo de 30 minutos. A enzima não ligada foi removida por 
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sucessivas lavagens. As análises foram feitas no aparelho IMMULITE 
(Siemens®). 
 
3.5 Concentração de TBARS no plasma 
 
 A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
reflete o grau de peroxidação lipídica do plasma, que por sua vez é indicador 
de dano oxidativo. Foi empregada a técnica descrita por (OHKAWA et al., 
1979). Numerou-se, para cada amostra, 2 tubos A e 2 tubos B, mais um tubo A 
e um B, sem amostra por  série. Na sequência A, 200L de plasma foram 
pipetados com 1ml de TCA 20% e outro tubo somente com TCA 20% sem 
amostra. Na sequência B, 200L de plasma foram pipetados com 1ml de TBA 
0,86% em TCA 20% (previamente preparado) e outro tubo somente com TBA 
0,86% sem amostra. Agitou-se em vórtex por 30 segundos cada amostra e 
então encaminhados ao banho fervente por 20 minutos. Após esse período, os 
tubos foram transferidos para um banho de gelo por mais 20 minutos, 
subsequentemente agitados rapidamente e transferidos para tubos eppendorf e 
centrifugados a 15000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. Então, 
retirou-se 750L de cada tubo e passou-se para a cubeta e feita a leitura da 
absorbância em 535nm no espectrofotômetro. Os resultados foram expressos 
em moles de TBARS/mL de plasma. 
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3.6 Antioxidantes Plasmáticos Lipossolúveis 
 
As concentrações plasmáticas dos antioxidantes lipofílicos α-tocoferol, β-
caroteno e licopeno foram avaliadas por técnica de cromatografia líquida de 
alto desempenho (HPLC) (LANG et al., 1986), após extração das amostras 
com hexano. 
Resumidamente, uma alíquota de 200 L de plasma foi adicionada a 500 
L de metanol e 4 mL de hexano. O tubo foi então agitado por 2 minutos e 
centrifugado por 5 minutos a 1.000 g para a separação das camadas. Uma 
alíquota de 3,0 mL da camada de hexano foi então transferida para outro tubo 
e seca sob N2. O resíduo foi ressuspenso em metanol:etanol (1:1) (v/v) e 
filtrado. As medidas quantitativas nos extratos lipídicos foram realizadas por 
HPLC, utilizando-se um detector eletroquímico acoplado a um sistema 
isocrático de distribuição Waters 510 (BUTTRISS e DIPLOCK, 1984). As 
amostras foram injetadas através de um sistema Rheodyne (loop: 20 L) em 
uma coluna NovaPak C8 de 4 m, com dimensões de 3,9 x 150 mm. A 
separação foi efetuada usando-se um fluxo de 1 mL/min da fase móvel 
(perclorato de lítio 20 mM em metanol/água 98/2 v/v). A detecção eletroquímica 
foi realizada utilizando-se um potencial de oxidação aplicado de 0,6 V. As 
quantidades cada antioxidante foram calculadas por comparação da área 
amostral com aquela de uma quantidade conhecida de padrão. Os resultados 
foram expressos em μM. 
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3.7 Avaliação da expressão de CD11a, CD11b, CD18 e L-selectina (CD62). 
 
Para a avaliação da expressão das moléculas de superfície envolvidas nos 
processos de adesão e transmigração em neutrófilos de jovens e idosos, 
alíquotas de sangue total (100L) foram incubadas com os seguintes 
anticorpos monoclonais para moléculas de superfície, marcados com 
fluorocromos: anti CD66b-isotiocianato de fluoresceína (FITC) (PharMingen®); 
anti CD18-ficoeritrina (PE) (BD®); anti CD62-PE (BD®), anti CD11a-
aloficocianina (APC) (BD®), e anti CD11b-APC (BD®). Controles foram 
realizados com os respectivos isotipos. Após incubação no escuro por 15 
minutos, a temperatura ambiente, os eritrócitos foram lisados (solução de lise 
FACS, BD®). As células foram lavadas com solução PBS e ressuspensas em 
PBS 1% NaN3 (BRUNIALTI et al., 2002). 10.000 neutrófilos foram adquiridos 
para cada tubo dos ensaio descritos, baseado em sua marcação com CD66b-
FITC. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD®) 
utilizando software de análise CellQuest (BD®), mostrado na figura abaixo. 
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Figura 5: Imagem do software utilizado para a seleção das populações de células e 
subsequente leitura da fluorescência das moléculas de superfície. 
 
3.8 Interação neutrófilo/endotélio 
 
 Para o experimentos de adesão foi utilizada uma cultura estabilizada de 
células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVECs), que foram 
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plaqueadas em poços de 6,41 mm de diâmetro (Corning®), na quantidade de 
104 HUVECs/poço, que cresceram por 24 horas até atingir confluência. Antes 
do ensaio, a camada de células endoteliais foi lavada uma vez e incubada com 
os neutrófilos por 60 minutos a 37ºC em um volume de 200L (2-5 X 105 
neutrófilos por poço). As células não-aderentes foram removidas por aspiração 
e cada poço lavado duas vezes. Todo o meio foi removido por aspiração e 100 
L de uma solução 0,25% de Rosa Bengala (Sigma-Aldrich®) em PBS pH 7,3 
foram adicionados a cada poço por 5 minutos a temperatura ambiente. O 
corante foi então retirado e cada poço lavado duas vezes com o meio usado no 
ensaio. Foram adicionados 200 L de uma solução etanol:PBS (1:1 v/v). Após 
aproximadamente 30 minutos, quando ocorreu total liberação do corante pelas 
células, a densidade óptica em 570 nm de cada poço foi determinada por um 
leitor de ELISA. A densidade óptica dos neutrófilos foi calculada a partir da 
densidade óptica de cada poço menos a densidade óptica de um poço 
contendo apenas HUVECs. Segundo a literatura, a capacidade de o neutrófilo 
absorver ou liberar o corante não muda perante ativação (GAMBLE e VADAS, 
1988). 
 
3.9 Metabolismo oxidativo 
 
 As células foram lavadas com PBS e incubadas com 2‟,7‟-
diclorofluresceína diacetato (DCFH-DA) um composto estável, não-
fluorescente, que se difunde para dentro das células e é hidrolisado a 2‟,7‟-
diclorofluresceína (DCFH). A incubação foi realizada em banho a 37°C no 
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escuro, por 30 minutos, sob agitação. Dentro das células, o DCFH é 
rapidamente oxidado para DCF, emitindo níveis elevados de fluorescência 
verde e, como o DCF é um composto fluorescente polar, ele permanece preso 
dentro da célula (HASUI et al., 1989). A reação é quantitativamente relacionada 
à concentração de H2O2; no entanto, o DCFH também sofre oxidação na 
presença de ONOO- e OH. Após a incubação, a reação foi interrompida com a 
adição de EDTA 3mM. As células então foram centrifugadas e os eritrócitos 
lisados por hipotonicidade (três sequências alternadas de NaCl 0,2% por 30 
segundos, NaCl 1,6% e centrifugação). A células foram ressuspensas em PBS 
contendo EDTA 3mM e levadas imediatamente para leitura no citômetro de 
fluxo FACS Calibur, utilizando o software CellQuest. A figura 6 mostra como 
funciona a metodologia e como é o painel de leitura da fluorescência de uma 
amostra. 
 
 
Figura 6: Esquema de funcionamento da metodologia de metabolismo oxidativo e seu 
“gate” de leitura no citômetro de fluxo. 
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3.10 Produção de NO 
 
 As células foram lavadas com PBS e incubadas com 4,5-
diaminofluoresceína diacetato (DAF-DA) um composto estável, não-
fluorescente, que se difunde para dentro das células e é hidrolisado a 4,5-
diclorofluresceína (DAF). A incubação foi realizada em banho a 37°C no 
escuro, por 30 minutos, sob agitação. Dentro das células, o DAF é oxidado na 
presença de óxido nítrico, emitindo níveis de fluorescência verde. A reação é 
quantitativamente relacionada à concentração de óxido nítrico (NAGATA, N. et 
al, 1999). Após a incubação, as células foram lavadas com PBS e então 
centrifugadas e os eritrócitos lisados por hipotonicidade (três sequências 
alternadas de NaCl 0,2% por 30 segundos, NaCl 1,6% e centrifugação). As 
células foram ressuspensas em PBS e levadas imediatamente para leitura no 
citômetro de fluxo. 
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3.11 Produção de O2- 
 
 A produção de O2
- pelos PMN foi medida pela redução de ferricitocromo 
c (80µM), observada a 550nm a 37oC, como descrito por Cohen (COHEN, 
1985), após a estimulação de 106 células com  fMLP 1 M; TNF-alfa, IL-8 e 
ICAM-1 solúvel, em concentrações 1g/ml, 0,5g/ml e 1g/ml respectivamente. 
Os resultados foram expressos em nmol/min/106 células, utilizando o 
coeficiente de extinção de 0,0211 nM-1.cm-1. 
 
3.12 Análise estatística 
 
Os dados foram digitados em planilhas do programa Excel 2007 
(Microsoft®) para o armazenamento das informações. As análises estatísticas 
foram feitas com o auxílio do software GraphPad Prism 5®. 
Foram utilizados os seguintes testes para análise estatística dos dados: 
 Teste t de Student para amostras independentes nas 
comparações entre os resultados de jovens e idosos;  
 Teste t de Student para amostras pareadas nos estudos do 
efeito dos estímulos inflamatórios; 
 Correlação de Pearson para comparação de dois parâmetros 
dentro de um grupo definido (jovens ou idosos). 
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Todas as comparações foram realizadas a um nível de significância α igual 
a 5% (p<0,05). 
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4.1 Parâmetros inflamatórios e de estresse oxidativo sistêmico 
 
Com o intuito de obter um panorama inflamatório geral, as 
concentrações plasmáticas de proteína C reativa (PCR) foram avaliadas por 
técnica de quimioluminescência em jovens e idosos. Na figura abaixo, observa-
se um aumento nos níveis de proteína C reativa no plasma de idosos quando 
comparados aos jovens (Figura 7). 
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Figura 7: Concentração plasmática de proteína C reativa em jovens (n=19; 2,01 ± 
0,49) e idosos (n=12; 5,31 ± 1,41; *p=0,0185). 
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A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) reflete o grau de peroxidação lipídica do plasma, que por sua vez é 
indicador de dano oxidativo. 
Os resultados estão expressos em ηmoles de TBARS/mL de plasma e 
não mostram diferença entre os grupos de jovens e idosos (Figura 8). 
 
 
 
TBARS
0
1
2
3
Jovem
Idoso
n
m
o
le
s
 d
e
 T
B
A
R
S
/m
l 
d
e
 p
la
s
m
a
 
 
 
 
 
Figura 8: Concentração plasmática de TBARS em jovens (n=9; 2,18 ± 0,36) e idosos 
(n=9; 1,96 ± 0,48). 
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As concentrações plasmáticas do antioxidante lipofílico α-tocoferol, 
comumente denominado vitamina E, assim como as de β-caroteno, coenzima 
Q10 e licopeno, foram avaliadas por técnica de cromatografia líquida de alto 
desempenho (HPLC) após extração das amostras com hexano. 
Ao contrário do esperado, observou-se um nível aumentado de 
vitamina E no plasma de idosos quando comparado ao de jovens (figura 9). 
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Figura 9: Concentração plasmática de Vitamina E em jovens (n=16; 18,19 ± 0,94) e 
idosos (n=12; 24,16 ± 2,22; *p=0,0104). 
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O mesmo foi observado com relação aos níveis plasmáticos de beta-
caroteno em idosos, quando comparado com jovens. Nenhuma diferença foi 
observada nas concentrações de licopeno e coenzima Q10 entre os grupos 
(Figura 10). 
 
 
 
 
 
Li
co
pe
no
B
et
a-
ca
ro
te
no
C
oe
nz
im
a 
Q
10
0.0
0.5
1.0
1.5
Jovem
Idoso
***
Antioxidantes
C
o
n
c
e
n
tr
a
ç
ã
o
  
(u
M
)
 
 
 
Figura 10: Concentração plasmática de licopeno (0,63 ± 0,07; 0,80 ± 0,19), beta-
caroteno (0,23 ± 0,03; 0,76 ± 0,16) e coenzima Q10 (0,11 ± 0,02; 0,17 ± 0,04) em 
jovens (n=16) e idosos (n=12) (***p= 0,004). 
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4.2 Parâmetros de adesão de neutrófilos 
 
As fluorescências médias resultantes da dosagem das moléculas de 
superfície CD11a, CD11b, CD62L e CD18 de neutrófilos não estimulados dos 
dois grupos estudados, jovens e idosos, estão representadas na figura 11. 
Observa-se que apenas a expressão da molécula CD11b apresenta 
diferença entre os grupos, estando significativamente aumentada (2,22 vezes) 
no envelhecimento. Não houve alteração nas outras moléculas de superfície 
entre jovens e idosos. 
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Figura 11: Fluorescência média de neutrófilos incubados com anticorpo marcado 
contra CD11a, CD11b, CD62 e CD18. O gráfico apresenta a média ± EP de 24 
indivíduos jovens e 13 indivíduos idosos em unidades arbitrárias de fluorescência (*p= 
0,0138). 
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Utilizando o tapete de células endoteliais humanas de veia de cordão 
umbilical estabilizadas em cultura, avaliou-se a adesão de neutrófilos de 
doadores jovens e idosos na presença de TNF-α, IL-8 e sICAM-1. Não foram 
encontradas diferenças entre as respostas de adesão dos neutrófilos dos dois 
grupos nas diferentes condições de incubação (Figura 12). 
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Figura 12: Comparação da adesão de neutrófilos de jovens e idosos a HUVECs com 
relação à adesão basal (considerada valor 100%) na presença de IL-8 (1,57 ± 0,23; 
1,18 ± 0,38), TNF-α (1,60 ± 0,20; 1,33 ± 0,36) e sICAM (1,36 ± 0,24; 1,00 ± 0,41). 
Utilizou-se amostras de 17 jovens e de 6 idosos. 
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4.3 Produção de ERO e ERN por neutrófilos 
 
O metabolismo oxidativo reflete a produção de ERO pelos neutrófilos, 
especialmente H2O2. As fluorescências médias resultantes da oxidação de 
DCFH por neutrófilos não estimulados de jovens e idosos estão apresentadas 
na figura 13. 
Mesmo na ausência de qualquer estímulo, observa-se uma diferença 
entre a produção basal de ERO por neutrófilos de jovens e idosos, com 
aumento significativo no último grupo (Figura 13). 
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Figura 13: Fluorescências médias resultantes da oxidação de DCFH por neutrófilos de 
jovens (n=21; 3,85 ± 0,40) e idosos (n=13; 5,38 ± 0,63) em condição basal 
(*p=0,0372). 
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O metabolismo oxidativo também foi estudado na presença de TNF-α, 
IL-8 e sICAM (Figura 14). Como pode ser observado, os neutrófilos de jovens 
estimulados tanto com IL-8 (***p=0,0004) quanto com TNF-α (**p=0,0023) 
apresentam diferenças em relação ao estado não estimulado. A co-incubação 
com sICAM levou, por sua vez, a um leve decréscimo na oxidação do DCFH 
em neutrófilos de jovens (*p=0,0122). Já em neutrófilos de idosos, somente os 
estimulados com IL-8 (**p=0,0045) e TNF-α (*p=0,0216) apresentaram 
diferença em relação ao estado não estimulado. Não houve diferença entre os 
grupos de jovens e idosos em relação aos efeitos dos estímulos utilizados no 
ensaio. 
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Figura 14: Fluorescências médias resultantes da dosagem de metabolismo oxidativo 
de neutrófilos de jovens (n=21) e idosos (n=13) incubados na presença de TNF-α (1,27 
± 0,16; 1,21 ± 0,18), IL-8 (1,43 ± 0,21; 1,36 ± 0,22) ou sICAM-1 (0,90 ± 0,08; 0,94 ± 
0,09 (condição basal considerada como 100%).  
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As fluorescências médias resultantes da dosagem de NO de 
neutrófilos não estimulados de jovens e idosos estão apresentadas na figura 
15. Como pode ser observado, houve uma diferença na produção basal de NO 
por neutrófilos de jovens e idosos, encontrando-se significativamente 
aumentada no último grupo. 
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Figura 15: Fluorescências médias resultantes da produção de NO por neutrófilos de 
jovens (n=21; 4,17 ± 0,24) e idosos (n=12; 5,45 ± 0,51) em condição basal 
(*p=0,0140). 
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As fluorescências médias resultantes da dosagem de NO produzido por 
neutrófilos na presença de TNF-α, IL-8 e sICAM-1 dos dois grupos estudados, 
jovens e idosos, estão apresentadas na figura 9. O TNF-α estimulou a 
produção de NO por neutrófilos de jovens (***p=0,0002) e idosos (*p=0,0442), 
enquanto a presença de IL-8 teve efeito estimulatório apenas sobre os 
neutrófilos do grupo jovem (**p=0,0087). A sICAM-1 não teve efeito na 
produção de NO em nenhum dos grupos estudados (Figura 16).  
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Figura 16: Fluorescências médias resultantes da dosagem de óxido nítrico de 
neutrófilos de jovens (n=21) e idosos (n=12) na presença ou ausência de TNF-α (1,17 
± 0,08; 1,07 ± 0,07), IL-8 (1,12 ± 0,08; 1,01 ± 0,08) e sICAM-1 (1,03 ± 0,10; 1,01 ± 
0,08). 
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Quanto à produção de O2
- estimulada por fMLP, não houve diferença 
significativa promovida por nenhum dos três tipos de estímulos utilizados para 
o priming dos neutrófilos. Adicionalmente, nenhuma diferença pôde ser 
observada entre a produção de O2
- por neutrófilos de jovens e idosos (Figura 
17). 
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Figura 17: Produção de ânion superóxido por neutrófilos de jovens (n= 13) e idosos 
(n=4) frente à estimulação com IL-8 (1,42 ± 0,29; 1,19 ± 0,60), TNF-α (1,15 ± 0,21; 
2,04 ± 1,16) e sICAM-1 (0,91 ± 0,28; 0,48 ± 0,36). 
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O metabolismo oxidativo e a produção de NO apresentaram uma 
correlação significativa e positiva tanto em neutrófilos de jovens (Figura 18) 
como em idosos (Figura 19). Nenhum outro parâmetro estudado apresentou 
correlações significativas.  
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Figura 18: Correlação de Pearson entre as fluorescências médias de metabolismo 
oxidativo e óxido nítrico em neutrófilos de jovens (n=21; *p<0,0001; r=0,8502). 
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Figura 19: Correlação de Pearson entre as fluorescências médias de metabolismo 
oxidativo e óxido nítrico em neutrófilos de idosos (n=12; *p<0,0002; r=0,8544). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5  Discussão 
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Entre as várias teorias que tentam explicar o processo de 
envelhecimento, a Teoria dos Radicais Livres tem ganhado reconhecimento 
nas últimas décadas. O princípio básico dessa teoria é que as ERO são 
produzidas como produto natural da vida aeróbica e que a acumulação de dano 
oxidativo causado pelas ERO dá suporte às mudanças fundamentais 
encontradas na senescência (HARMAN et al, 1956). 
Surpreendentemente, as dosagens plasmáticas de parâmetros pró e 
antioxidantes foram contrárias em relação ao esperado. Mecocci e 
colaboradores (2000) em estudo com indivíduos em 4 faixas etárias (jovens 
adultos, jovens idosos, idosos e centenários com um número de 24, 35, 17 e 32 
pessoas, respectivamente) na Itália mostram que a concentração plasmática de 
Vitamina E em indivíduos jovens (51µM) são maiores que a de idosos (42-
47µM). No presente estudo, as concentrações plasmáticas tanto de Vitamina E 
quanto de beta-caroteno foram maiores nos indivíduos idosos do que nos 
jovens. É interessante notar que apesar da concentração de Vitamina E 
plasmática nos idosos ser maior que nos jovens, o valor médio encontrado (24 
µM) está abaixo do que o apresentado por Mecocci e colaboradores em 2000, 
assim como o de jovens (18 µM). Este estudo em comparação com o do nosso 
grupo apresenta outras diferenças. Os controles do estudo de Mecocci tinham 
idade inferior a 60 anos com uma média de 52 anos de idade, enquanto nossos 
controles têm média em torno de 24 anos. No caso dos voluntários idosos, a 
média de idade é similar. Ainda que existam tais diferenças, não era esperada 
a maior concentração plasmática de Vitamina E em idosos do que em jovens. 
Grolier e colaboradores (2000) estudaram um grupo de 20 jovens e 20 idosos 
na França e também observaram uma maior concentração plasmática de alfa-
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tocoferol em idosos. Neste estudo os indivíduos eram mantidos sob 
acompanhamento e tinham hora para as refeições, descanso e atividades 
físicas. Todos recebiam a mesma alimentação e tinham o mesmo tempo de 
atividades. Essas também são diferenças em relação ao nosso estudo, visto 
que o máximo que pudemos acompanhar foi a avaliação clínica dos idosos 
pelo prontuário médico.  
Considerando os resultados de TBARS, Vitamina E e Beta-caroteno dos 
indivíduos idosos, podemos considerar que, com relação a estes parâmetros, 
este grupo está com melhor perfil oxidativo do que o grupo de jovens 
escolhidos como voluntários para esse estudo. Analisando os critérios de 
exclusão do estudo e a dificuldade em definir os critérios do “envelhecimento 
saudável”, podemos nos deparar com a questão destes idosos serem de fato 
representativos de uma população idosa em geral ou se selecionamos um 
grupo específico de idosos que apresenta algum tipo de predisposição para um 
envelhecimento mais saudável. Além disso, apesar dos voluntários jovens 
terem sido selecionados com base nos mesmos critérios de exclusão, é 
possível que outros fatores possam afetar o perfil de estresse oxidativo 
estudado, por exemplo, os hábitos alimentares, o sono, o “estresse”, entre 
outros. Podemos ter então uma amostragem superselecionada de idosos 
sendo comparada a uma amostragem de jovens com hábitos de vida não tão 
saudáveis quanto os do próprio grupo idoso.  
Como os indivíduos idosos dificilmente deixam de apresentar pelo 
menos alguma das patologias associadas à idade, como aterosclerose, 
osteoporose, resistência a insulina e sarcopenia, definir envelhecimento como 
saudável é problemático (GOTO, M., 2008). Na prática, idosos que têm uma 
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vida independente com uma condição relativa de boa saúde são considerados 
normais mesmo com certo nível de hipertensão, osteoporose ou outras 
disfunções relacionadas à idade quando comparadas com padrões de jovens 
adultos saudáveis. 
Teoricamente, o envelhecimento pode ser divididos em duas categorias: 
envelhecimento fisiológico (normal/intrínseco) ou patológico 
(doente/extrínseco), apesar de que uma separação entre os dois é difícil. Na 
tentativa de selecionar uma amostragem representativa do envelhecimento 
fisiológico, foram excluídos neste estudo patologias como doenças autoimunes, 
doenças cardiovasculares severas, hipertensão e diabetes mellitus. Além disso, 
foram consideradas condições interferentes o uso recente ou crônico de 
antiinflamatórios, o uso de estatinas, a suplementação alimentar com vitaminas 
antioxidantes, tabagismo, e a prática de exercício físico intenso (este último um 
fator mais aplicado aos indivíduos do grupo jovem). Os voluntários idosos 
foram selecionados do Projeto EPIDOSO II da UNIFESP do Departamento de 
Medicina Preventiva. Junqueira e colaboradores (2008) utilizaram voluntários 
do Projeto EPIDOSO I e avaliaram parâmetros como TBARS e β-caroteno, 
observando um aumento na peroxidação lipídica e uma diminuição da 
concentração plasmática de β-caroteno. 
Levando em consideração todos os fatores apresentados, apesar de 
seguirmos os mesmos critérios de exclusão tanto para o grupo de jovens 
quanto de idosos e acompanharmos os idosos pelo prontuário médico, não 
sabemos se os idosos escolhidos para o nosso projeto foram 
“superselecionados”. Excluindo todas as patologias pelos nossos critérios, 
talvez tenhamos incluído somente os idosos com uma predisposição melhor do 
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que os outros para um envelhecimento mais “saudável”, idosos estes que não 
representariam as pessoas da mesma faixa etária como um todo. Além disso, 
os outros fatores que “rodeiam” os jovens também devem ser levados em 
conta, já citados anteriormente. Somando estas variáveis, pode haver então um 
viés de seleção na triagem dos voluntários. 
Outra teoria sobre o envelhecimento, apresentando, porém áreas de 
sobreposição, é a do “inflammaging”, que postula uma condição pró-
inflamatória associada com a progressiva estimulação do sistema imune 
(GOTO, M., 2008). Com o aumento drástico da expectativa de vida, o sistema 
imune tem que enfrentar uma crônica exposição antigênica. Esse estresse 
contínuo significa que o sistema imune fica superestimulado com o decorrer do 
tempo e ineficiente com a idade, processo que leva o nome da teoria. Como 
resultado, essa inflamação crônica é proposta como o fator principal da 
fragilidade, morbidade e mortalidade relacionado à idade. (FRANCESCHI, C., 
2007). Chan e colaboradores (1998) mostraram que apesar dos neutrófilos de 
idoso terem uma resposta similar ao neutrófilo de jovem em relação ao burst 
oxidativo e a capacidade fagocítica, a eficiência da sua atividade fungicida foi 
menor.  
A concentração plasmática de proteína-C reativa (PCR) foi utilizada 
nesse estudo como um marcador do estado inflamatório. Esta é uma proteína 
de fase aguda produzida primariamente por hepatócitos em resposta a 
citocinas pró-inflamatórias. Pequenas elevações de PCR, indicando uma 
inflamação crônica, são indícios de uma grande variedade de doenças 
associadas com a idade (McDADE, T. W., 2010). Os resultados mostraram um 
aumento da concentração plasmática desta proteína em idosos, evidenciando 
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um estado pró-inflamatório neste grupo. Os valores de referência estão entre 
0,0 e 1,0, mostrando, assim, que tanto os jovens quanto os idosos se encaixam 
fora deste valor, tendo um aumento mais acentuado nos idosos. Este dado nos 
mostra que mesmo os voluntários jovens não se encaixam no padrão de 
“normalidade” em relação a concentração de PCR plasmática, sendo um 
indicativo de inflamação. 
Tanto a Teoria dos Radicais Livres e a Teoria do “Inflammaging” 
possuem sobreposições quando tentam caracterizar o envelhecimento, mas 
todas têm sua colaboração para a explicação fisiológica do envelhecimento. 
Nossos voluntários idosos apresentam características marcantes em 
relação às pessoas de mesma faixa etária. Não demonstram a presença de 
doenças associadas à idade e não se encaixarem no perfil de estresse 
oxidativo clássico. Surpreendentemente, eles apresentam uma elevação na 
concentração plasmática de proteína-C reativa, indicando um estado pró-
inflamatório. Isto nos leva a pensar que, mesmo com um possível viés de 
seleção, esses idosos continuam apresentando uma característica pró-
inflamatória concordante com a teoria do “inflammaging”.   
Normalmente, os estudos que investigam as funções dos leucócitos, 
tanto no envelhecimento como em outras situações de interesse, enfocam 
possíveis alterações na capacidade de resposta dessas células frente a algum 
desafio inflamatório, No caso do presente estudo, optou-se por estudar os 
neutrófilos em uma condição quiescente, visando avaliar o funcionamento 
desses neutrófilos em uma situação fisiológica de repouso, ao invés de simular 
a prontidão da resposta inflamatória no idoso. A hipótese elaborada é que, uma 
vez que há nos idosos um cenário de inflamação persistente além de uma 
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condição pró e anti-oxidantes desbalanceada, poderia haver uma alteração no 
estado quiescente dos neutrófilos, estando estes de alguma maneira pré-
ativados em resposta às alterações de seu microambiente. Isso poderia levar a 
uma alteração tanto na resposta dos neutrófilos a um determinado estímulo no 
caso de uma inflamação, mas pode também acarretar um diferente 
comportamento de adesão, transmigração e eventual disfunção na produção 
de ERO e ERN mesmo na ausência desse estímulo. Os resultados 
encontrados sugerem que a defesa imune inata humana, representada pela 
maior população de células que a compõe, pode estar alterada sob influência 
direta da inflamação exacerbada presente no organismo idoso. 
Estudos prévios do laboratório têm observado um aumento na adesão 
de neutrófilos de idosos, quando comparado à adesão de neutrófilos de jovens, 
a células endoteliais em cultura na ausência de qualquer estímulo (CARDOSO, 
2010). Fez-se necessário estudar que fatores poderiam ser responsáveis por 
essa observação.  
A adesão dos neutrófilos às células endoteliais requer a expressão 
regulada de moléculas de adesão em um ou ambos os tipos celulares. 
Algumas moléculas são expressas por neutrófilos, assim como as proteínas 
complementares de adesão leucocitária são expressas na superfície do 
endotélio. Essas moléculas de adesão têm diversas estruturas e mecanismos 
de expressão: elas podem agir de forma que ambas as células permaneçam 
juntas ou como um sinal que induz processos dependentes a ativação 
(ZIMMERMAN et al., 1992).  
Durante o processo de ativação, tem-se a rápida indução da adesão do 
neutrófilo através da conversão de adesão transiente, dada pela interação de 
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baixa-afinidade das selectinas, em adesão firme, mediada pela interação de 
alta-afinidade. Essa adesão firme a células endoteliais pode ser mediada por 
membros da superfamília das imunoglobulinas, como ICAM-1, ICAM-2 e 
VCAM-1 e por receptores do tipo RAGE na superfície endotelial, mas as 
principais responsáveis apontadas são as integrinas, destacando-se Mac-1 
(CD11b/CD18). Os efeitos do estímulo dos neutrófilos pela cascata de ativação 
da família da ERK subsequente ao estímulo por IL-8, resultam no aumento de 
expressão de moléculas na superfície dos neutrófilos para maior interação com 
o endotélio, e permitem a continuidade do processo de adesão e transmigração 
celular (KNALL, et al., 1997). 
A análise das principais moléculas de superfície envolvidas com a 
adesão celular revelou aumento significativo na expressão de CD11b em 
neutrófilos não estimulados de doadores idosos, em comparação aos de 
doadores jovens, o que deve colaborar nas maiores taxas de adesão celular 
encontradas no primeiro grupo. A expressão de outras moléculas de adesão 
(CD18, CD62L e CD11a) foi comparável entre neutrófilos de jovens e idosos.  
Durante a ativação de neutrófilos, as moléculas de CD11b, que são 
estocadas em grânulos secretórios, são expostas na superfície da célula, 
respondendo prontamente a estímulos externos (BORREGAARD et al., 1994).  
É possível que o conjunto das alterações de caráter pró-inflamatório 
encontradas no envelhecimento favoreça a expressão de CD11b na superfície 
dos neutrófilos, mesmo em condições basais. 
Woolard e colaboradores (2002) demonstraram que a PCR pode 
modular a adesão monocitária a células endoteliais primárias humanas. Em 
estudo in vitro com monócitos, observou-se o aumento da expressão de CD11b 
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mediada por PCR. O aumento da PCR indicativo do estado pró-inflamatório do 
idoso pode então estar relacionado ao aumento da expressão de CD11b nos 
neutrófilos de idosos. Este conjunto de resultados pode por sua vez resultar em 
um aumento significativo da adesão celular basal previamente observado em 
neutrófilos de idosos, visto que esta molécula de superfície tem importante 
papel na adesão neutrófilo/endotélio. 
Oxidantes derivados dos próprios neutrófilos também promovem a 
adesão dos leucócitos no endotélio vascular. Estudos in vitro sugerem uma 
interação entre leucócitos e metabólitos reativos de oxigênio e têm 
demonstrado que H2O2 promove a adesão de neutrófilos em monocamadas de 
células endoteliais (LEWIS et al., 1988). Por outro lado, Shappell e 
colaboradores também demonstraram que a adesão de neutrófilos ao endotélio 
vascular via CD11b/CD18 media a produção de H2O2 por neutrófilos humanos 
(SHAPPELL et al., 1990). Pullar e colaboradores mostraram a capacidade do 
HOCl modular a adesão neutrófilo/endotélio pelo aumento da expressão de 
ICAM-1, mas níveis mais altos e tóxicos são necessários (PULLAR et al., 
2002). 
Os estímulos utilizados, IL-8 e TNF-α, têm como intenção avaliar o efeito 
destas moléculas no priming dos neutrófilos enquanto que a sICAM-1 analisa o 
impacto deste ligante solúvel na capacidade de adesão do neutrófilo. A 
utilização dessa molécula no ensaio é de mimetizar uma adesão celular e 
poder observar se estas espécies reativas mudam de produção quando o 
neutrófilo se liga a essa molécula. Não foi observada diferença entre a adesão 
de neutrófilos de jovens e idosos em relação a estas substâncias. Isto nos leva 
a concluir que os estímulos utilizados não fazem com que o neutrófilo seja 
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ativado no momento da adesão, efeito esperado visto que o neutrófilo só deve 
atingir esse estado quando for desempenhar seu papel de eliminação do 
fagócito. Mesmo a sICAM-1 sendo um possível indicador para doenças 
inflamatórias crônicas, esta não altera a adesão celular. Esta molécula pode 
ser útil na identificação de risco de hipertensão, metástase hematogênica, entre 
outros (WITKOWSKA et al, 2004). 
Um excesso na produção de ERO/ERN por neutrófilos de idosos, aliado 
a uma diminuição na capacidade antioxidante do plasma, poderia contribuir 
com o desbalanço oxidativo característico do envelhecimento, segundo a teoria 
de Harman (1956). Apesar de não ter sido observado o estresse oxidativo 
sistêmico, observou-se que os neutrófilos de idosos produzem mais óxido 
nítrico e apresentam um maior metabolismo oxidativo quando comparados com 
neutrófilos de jovens em estado basal. Essas diferenças entre os neutrófilos de 
jovens e idosos deixaram de ser observadas na presença dos estímulos 
estudados. 
No entanto, com relação ao seu estado basal, neutrófilos de jovens e 
idosos responderam diferentemente aos estímulos estudados. Os neutrófilos 
de jovens foram mais responsivos ao TNF-α do que os de idosos em relação à 
produção de óxido nítrico. Os neutrófilos de jovens, quando estimulados com 
IL-8 e TNF-α, tiveram sua produção significativamente aumentada com relação 
ao estado basal, enquanto em neutrófilos de idosos só houve aumento na 
produção de óxido nítrico quando os mesmos foram estimulados com IL-8. 
 No ensaio de metabolismo oxidativo, o DCFH é oxidado para DCF na 
presença principalmente de H2O2, mas também de ONOO
- e OH em menor 
proporção, refletindo assim um perfil oxidativo geral das células em estudo 
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(HASUI et al, 1989). Houve um aumento significativo no metabolismo oxidativo 
em neutrófilos de jovens quando estimulados com IL-8 e TNF-α, o mesmo 
sendo observado em neutrófilos de idosos. Este resultado nos mostra que há 
uma produção aumentada destas espécies reativas no estado de priming da 
célula quando comparado com o estado basal, tanto em jovens quanto em 
idosos. Isso evidencia que não há alterações no priming da célula no que diz 
respeito ao envelhecimento. 
Em neutrófilos de jovens observou-se ainda uma diminuição no 
metabolismo oxidativo na presença de sICAM-1. Os neutrófilos de jovens 
apresentaram uma leve diminuição na produção de espécies reativas na 
presença desta molécula. Por simular a ligação com a ICAM-1 do endotélio, 
essa diminuição sugere um controle do burst oxidativo pelo neutrófilo no 
momento da adesão, evitando uma produção desnecessária de oxidantes e 
que poderia ser deletéria ao endotélio. 
Na produção de ânion superóxido estimulada por fMLP, não houve 
diferença entre os grupos de neutrófilos de jovens e idosos, no entanto o 
número de amostras do grupo de idosos foi muito pequeno neste ensaio (n=3), 
devido tanto à falta de amostra suficiente para execução de todas as 
metodologias, quanto a dificuldades técnicas durante o período. No entanto, 
Tortorella e colaboradores (2000) também não observaram diferença na 
produção de ânion superóxido em neutrófilos de idosos quando comparados 
com jovens estimulados por TNF-α. Quando estimulados com fMLP, neutrófilos 
de idosos mostraram uma diminuição na produção de ânion superóxido. 
Grisham e colaboradores (1998) mostraram a interação entre as 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio na adesão leucócito/endotélio. Eles 
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citam que o ânion superóxido e seus subprodutos têm um efeito pró-adesivo, 
enquanto o óxido nítrico tem um papel modulador nesse processo, reagindo 
com o ânion superóxido e diminuindo assim a disponibilidade desta espécie 
reativa pró-adesiva, diminuindo, então, a adesão celular. Esta reação entre 
ânion superóxido e óxido nítrico tem como produto o peroxinitrito, substância 
que também oxida o DCFH, influenciando assim o resultado de metabolismo 
oxidativo das células na técnica de citometria de fluxo empregada. Não foi 
possível estabelecer a presença de correlação entre a produção de ânion 
superóxido e de óxido nítrico devido ao baixo número de amostras em relação 
ao primeiro ensaio. 
As consequências das alterações da resposta imune inata do indivíduo 
idoso podem ser diversas, não apenas no que diz respeito ao combate do 
organismo a microorganismos invasores, mas também a reação deste 
indivíduo aos tratamentos utilizados para doenças acompanhadas por 
importantes componentes inflamatórios, como é o caso da maior parte das 
afecções que se apresentam em idades avançadas. 
Um estado de pré-ativação de neutrófilos em indivíduos idosos pode ser 
um fator importante no perfil de resposta imune desses indivíduos. Se 
neutrófilos começarem a marginalizar e transmigrar, mesmo na ausência de 
fatores quimiotáticos disparados por processo inflamatório real, eles poderiam 
ser responsáveis por uma resposta inflamatória nos tecidos. Com a presença 
de um fraco estímulo, esses neutrófilos podem contribuir para dano tecidual 
devido ao burst respiratório exacerbado. Maiores estudos devem ser feitos 
nesse sentido, sendo o foco de investigação do grupo em projetos 
subsequentes a este, para que seja possível traçar o preciso paralelo entre a 
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pré-ativação de PMNs no envelhecimento, regulação das vias envolvidas e 
respostas celulares alteradas. 
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(I) A concentração plasmática de proteína-C reativa está aumentada em 
indivíduos idosos, indicando um estado pró-inflamatório 
(II) A comparação dos níveis de antioxidantes e TBARS não revelou 
uma condição de maior estresse oxidativo neste grupo de idosos, 
comparado ao grupo de jovens. 
(III) Em relação à adesão celular, não houve diferença significativa entre 
jovens e idosos quando estimulados com IL-8, TNF-α e sICAM-1. 
(IV) Foi observado um aumento significativo da expressão de CD11b em 
neutrófilos de idosos comparado com jovens 
(V) Neutrófilos de idosos apresentaram maior metabolismo oxidativo e 
maior produção de NO no estado quiescente, indicando uma pré-
ativação da célula 
(VI) Foi observada uma correlação positiva entre metabolismo oxidativo e 
produção de óxido nítrico, tanto neutrófilos de jovens quanto nos de 
idosos. 
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7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Título do Estudo:  
ESTUDO DA FUNÇÃO DE NEUTRÓFILOS E SUA RELAÇÃO COM O 
ESTRESSE OXIDATIVO SISTÊMICO NO ENVELHECIMENTO HUMANO 
 
Informação ao voluntário 
Estas informações estão sendo fornecidas para a sua participação voluntária nesse 
estudo, que visa melhor entender as alterações provocadas na resposta inflamatória no 
envelhecimento. 
 Este é um documento que foi preparado para fornecer as orientações de como devem 
ser conduzidos os estudos científicos envolvendo seres humanos e para proteger os 
voluntários que dele participam. 
A sua participação no estudo é voluntária, sendo necessário assinar o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido se desejar participar.  
As seguintes informações lhe darão uma visão do assunto e lhe mostrarão as razões 
que nos levam a fazer esse estudo, bem como lhe deixarão a par de como este é realizado. 
 
Visão Geral 
Os neutrófilos, que são as células de defesa mais abundantes no sangue humano, são 
importantes na resposta inflamatória, sendo responsáveis pela eliminação de microorganismos 
invasores, como bactérias. Os neutrófilos produzem substâncias tóxicas específicas para matar 
esses microorganismos, entre elas os chamados radicais livres ou espécies reativas. As 
espécies reativas, quando produzidas em excesso ou desordenadamente, podem causar dano 
adicional ao tecido inflamado. A capacidade de produção dessas espécies pelos neutrófilos é 
alterada no envelhecimento. Além de causar dano, as espécies reativas também exercem 
outras funções. 
Para responder a um estímulo inflamatório, os neutrófilos devem sair da circulação e 
migrar para o tecido alvo da inflamação. A migração destas células depende primeiramente da 
adesão dos neutrófilos às células que revestem as paredes dos vasos sangüíneos, chamadas 
de células endoteliais. A adesão dos neutrófilos às células endoteliais é influenciada tanto pela 
idade do indivíduo como pelas espécies reativas.  
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Objetivos e Modo de Realização do Estudo  
O objetivo deste estudo é observar como a produção de espécies reativas por 
neutrófilos pode ser modificada no envelhecimento humano e como isso pode influenciar na 
adesão dos neutrófilos às células endoteliais. Para tanto, serão utilizados neutrófilos obtidos de 
sangue coletado de voluntários de dois grupos etários, jovens e idosos. Esses neutrófilos serão 
testados quanto a sua capacidade de produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e 
sua adesão a células endoteliais cultivadas em laboratório (células endoteliais de veia umbilical 
humana). 
Poderão participar deste estudo indivíduos jovens (entre 18 e 30 anos de idade) ou 
idosos (acima de 65 anos de idade) que não sejam tabagistas, não façam uso de 
suplementação alimentar com vitaminas C e E, não sofram de doenças inflamatórias crônicas 
ou agudas, não estejam fazendo uso de medicamentos antiinflamatórios no dia e na quinzena 
anterior à coleta de sangue e não sejam praticantes intensivos de esporte. 
O voluntário será submetido a uma coleta de sangue rotineira por punção periférica da 
veia do antebraço. O volume de sangue coletado será cerca de 30 mL.  
 
Riscos de Participação no Estudo 
 O voluntário não sofrerá nenhum risco à sua saúde, exceto ao associado a qualquer 
coleta rotineira de sangue (possibilidade de desconforto, náuseas, surgimento de hematoma e 
edema). 
 
Vantagens de Participação no Estudo 
O estudo não prevê nenhum benefício imediato ao voluntário. Ele se destina ao 
esclarecimento da resposta inflamatória no envelhecimento.  
 
Saída do Estudo 
A sua participação no estudo é voluntária e, portanto, você poderá sair dele a qualquer 
momento.  
 
Garantia de Acesso 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 
pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é Joes Nogueira 
Neto, que pode ser encontrado no endereço Rua Pedro de Toledo, 781 – 6º andar, frente – São 
Paulo. Telefone 5574-6513. Se você tiver algum comentário ou dúvida sobre a ética da 
pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu 572 – 
1
o
 andar – cj. 14, telefone 5571-1062, FAX 5539-7162. – E-mail: cepunifesp@epm.br.  
 
Confidencialidade 
Qualquer informação colhida sobre você neste estudo permanece inteiramente 
confidencial. Além de seu prontuário médico original, você não poderá ser identificado por outro 
meio que não seja as suas iniciais. Ao assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, 
você estará concordando que os seus dados médicos anônimos sejam colhidos para posterior 
avaliação estatística, que será realizada por profissionais capacitados. Este estudo foi avaliado 
por um Comitê de Ética em Pesquisa para garantir que os seus direitos como voluntário 
estejam assegurados. 
O relatório final deste estudo será publicado no Brasil e/ou em outros países. Em todas 
as ocasiões, o anonimato e a confidencialidade dos seus dados médicos serão garantidos. 
Com a sua assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido anexo, você 
estará confirmando ter recebido uma cópia dessa informação e que concorda em participar 
desse estudo. 
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Despesas e Compensações 
Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Eu, 
_________________________________________________________________________, 
RG nº __________________________, telefone para contato nº_______________________, 
acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram 
lidas para mim, descrevendo o estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do 
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Eu também fui informado que este 
estudo não traz nenhuma vantagem direta para mim, apenas contribuição para futuros 
pacientes e pesquisas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o 
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou 
prejuízo no meu atendimento neste Serviço. 
 
________________________________________________      DATA :        /      /20___ 
Voluntário/Representante Legal 
 
________________________________________________      DATA :        /      /20___ 
Testemunha 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste 
voluntário ou seu representante legal para a participação neste estudo. 
________________________________________________      DATA :        /      /20___ 
Joes Nogueira Neto 
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7.2 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa - UNIFESP 
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